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La pr&ente invention concerne un proc6d£ microbiologique pour la 
preparation de la serum albumine bumaine (SAH) par culture d'une levure, parti- 
cuii&rement du genre Kluyveromyces. modifide par 1'utilisation des techniques de 
FADN recombinant 

5 La SAH est une prot6ine de 585 acides amines, d'un poids moieculaire 

de 66.000 daltons, se pr£sentant sous forme monomtre globulaire et non glycosylde. 
Sa structure globulaire est mnintenue par 17 ponts disulfures qui crdent ime serie s6- 
quentidle de 9 boucles doubles *. Les g&nes codant pour la SAH sont connus pour 
fttre hautement poiymorpbes et plus de 30 variants g6n£tiques apparemment 
10 diffdrentsont6t6 rep£r6spar analyse 61em 

Le gfene de la SAH est coupe en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 nucleotides du site de "capping" suppose jusqu'au premier site d'addition de 
prty(A). 

L'albuinine bumaine est synth6tis£e dans les hdpatocytesdufoie puis 
15 s6cr6\&c dans le flux sanguin. Cest la proteine la plus abondante du sang avec une 
concentradon d'environ 40 g/litrede serum; fl y a done environ 160 g d'albumine 
cxrculanie dans le corps bumain & tout moment Le rile le plus important de la SAH 
est de maintenir une osmolarite normale du flux sanguin. EUe presente dgalement 
one capacite exceptionnelle de liaison pour diverses substances etjoue un rdle aussi 
20 Wen dans le transport endogfcne de molecules hydrophobes (tels que les steroides et 
les selsbiHaires) que dans celui de differentes substances therapeutiques qui peuvent 
ainsi itre transportees & leurs sites d'action respectifs. De plus, la SAH a 6te recem- 
ment xmpliquee dans le catabolisme des prostaglandines. 

La synthase de SAH dans les bepatbocytes conduit d'abord k un prd- 
25 cwseur, la prepro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 acides amines 
dirigeant le polypeptide naissant dans la voie de la secretion. Cette sequence signal 
est coupee, probablement par un processus co-translationnel, avant quelaproteine 
ne soft rdargude du reticulum endoplasmique. Ce premier divage proteolytique 
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donne le pr6curseur proSAH qui contient encore k son extr6mit£ N-terminale, un 
hexapeptide (Arg-Gly-Val-Pbe-Arg-Arg) qui n'est pas normalement present dans la 
forme mature de la SAH circulante. 

Une convertase, probablement situ£e dans le corps de Golgi, enlfcve 
le propeptide au cours d'une deuxiime 6tape de prot£olyse en coup ant le peptide lid 
a la partie N-tenninale de l'aride aspartique de la SAH * 4 . Toutefois, la pro- 
albuminehumaine immature peutrepr&enterlamoitifideceDedufluxsanguinchez 
de rares individus hdtlrozygotes qui portent une mutation h£r£ditaire Ham la 
sequence du propeptide, voire meme de toute ralbumine chez certains homozygo- 
tes extremement rares 5 . L'un de ces variants est d£sign£ sous le nom de proalbumine 
Christchurch et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- Hsmg 
lequel la substitution Arg" 1 -> Gin empecbe la coupure du propeptide ainsi mut£ 6 . 
D'autres variants appelfa proalbumine lille 7 etTakefii , ont respectivementles se- 
quences N-tenninales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp et Arg-Gly-Val- 
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observge concerne la paire des 
acides amines basiques Arg-Arg qui prdcfede immddiatement Talbumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine 5 . 

La coupure aprts line paire decides amin6s basiques est un point 
essentiel dans la maturation d'autres protdines, y compris (fhormones peptidiques, 
de neuropeptides et des prolines du plasma autres que la SAH *. RScemment, il 
a it6 d£crit que la convertase qui coupe la proalbumine en albumine dans le foie est 
probablement tr&s procbe de la protease yscF de la levure 4 . Cette thiol protfiase, 
calcium d£pendante, est cod6e par le gfcne KEX2 de_S. cerevisiae et est probable- 
ment lite & la membrane de l'appareil de Golgi. Elle est connue pour fetre impliqude 
dans la maturation de la pheromone appele facteur alpha et dans celle de la toxine 
"killer*, puisque les mutants kex2 de S. cerevisiae sont incapables de couper les pro- 
protiines respectives au niveau du couple d'acides amines basiques Lys-Arg M . De 
plus, on peut dfimontrer que Y enzyme de levure codde par le gfcne KEX2 reconnait 
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correctement et coupe la prosequence normale (Arg-Arg) de ralbumine in vitro, 
mais nc coupe pas la prosequence mutde (Arg-Gln) de la proalbumine Christ- 
church 4 . Une convertase analogue ^laprot£aseyscFa6t£r6cemmentd6crite comme 
cod6eparleg£neH~XldeJ^ 
5 pour maturer correctement falbumine humaine reepmbinante et la starter, a tx& 
testfie. 

L'albumine. represente 40 % du marchd mondial des prolines 
plasmatiques. Son intexfet commercial reside dans le fait que ce produit est lave- 
ment utQis£, par exempli dans des solutes dits de remplissage pour compenser les 
10 pertes de sang au cours (facte chimrgical, d'accident ou cfhimorragie, et k des doses 
pouvact attetndre plusieurs dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu'fc present, la SAH est g£n6ralement produite par les techniques 
classiques de fractionnement du plasma provenant de dons de sang ?*, la consomma- 
tionmondiale annnelle de plasma 6 tant voisine de 9,5 x MP litres . EUe peut aussi 
15 fctre extrahe du placenta bumain selon la technique d6crite par J. Liautaud et aL 13 
Le developpement du gdnie g6n6tique et des nouvelles techniques 
d'extraction et de purification a ouvert la possibilite* d'obtenirdesproduitsamdliords 
de plus haute puret£, de meiDeure stability sans contamination virale (par exemple 
b6patUe B et SID A) et k unprix de revient phis faible. Toutef bis, aucunproedde" asscz 
20 perfonnantbase* sur le geriie g6n6tique n'est aujourcTbui connu permettant d'obtenir 
la SAH k fdchelle industrieDe dans des conditions dconomiquement rentables. 

Ced est essentieDement dfl k f absence (fun couple hdte /vecteur per- 
fonnant qui pennette la production importante d'une albumine s6cr£t£e, correcte- . 
ment maturee, possgdant une structure tertiaire confonne et ayant les propridtds 
25 pbysicxx±dmiques de ralbumine humaine native. 

M&me si Utilisation de cultures de cellules de mammifercs peut ap- 
paraltre comme le choix ideal pour fexpression des prolines humaines, le prix de 
revient ifun tel proc6d6 serait bien supdrieur au prix de vente de falbumine 
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pharmaceutique 14 . Comme ce produit est en general present par dizaines de 
grammes et k un coflt trfcs bas, la production biotechnologique de la SAH n'apparait 
realisable qu'avec des systfemes de fermentation microbienne. 

Jusqu'fc une 6poque r6cente, la grande majority des experiences de 
5 ggniegdnfetique ont utilise E. coli comme organismehflte pour la production parvoie 
microbienne de prolines heterologues economiquement importantes. M&me si ce 
type de proedde est apparu satisfaisant pour un bon nombre de prolines heterolo- 
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions economiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont €i€ que partiellement couronnds de 
10 succ&s. 

L'un des problfemes majeure associe & TutOisation de £, £oli reside 
dans le fait que cette bacterie est, dans la majority des cas, incapable (Texcreter les 
proteines heterologues dans le milieu de culture et que celles-ci s'accumulent dans 
le cytoplasme, le pdriplasme et les membranes. La proteine rechercbee doit done 

15 &tre s6par£e des constituants cellulaires, ce qui conduit k des precedes complexes 
et cbflteux. De plus, E* £S&1 produit des endotoxines et des pyrogines qui peuvent 
contaminer les prolines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
Stre portde pendant la purification du taux r6siduel d'endotoxines dans le produit 
final, spedalement s'il est utilise comme medicament 

20 Les proteines secretees par leur hdte naturel perdent souvent la pro- 

priete de se replier correctement si elles sont synthetisees et accumuiees dans le 
cytoplasme. En general, la secretion est requise pour permettre la formation des 
pontsdisulfures comme ceux presents dans la SAH, Le fait que la SAH produite dans 
IL £Qli ne soit pas secret6e conduit ainsi k sa precipitation intracellulaire sous forme 

25 insoluble 15 . En consequence, aprfcs extraction & partir des cellules bacteriennes, 
celle-ci doit Stre denature puis renaturee invitrQ. 

De plus, IL £Qli ne possfcde pas la machinerie cellulaire pennettant de 
realiser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles specifi- 
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ques des organismes cucaiyotes, y compris ITiomme. En ce qui concerne la SAH, a 
semble difficile d'exprimer k un taux satisfaisant dans £* £Qli Ie prdcurscur naturel 
de SAH, <fest-&Hiire la prepro-SAH. D'autre part, dcs proalbumines artificicllcs 
dans lesquelles le gene de structure de la SAH a 6t6 fusionnd k des signaux de 
5 sedition derives des genes bacteriens pac ou cmpA sont en general matures de 
fagon incomplete u . Uexpression de la SAH sans la pr6s£quence, e'est-i-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le residu methionine N-tenninal n'est pas excise par 
la methionine aminopeptidase de E* £Qli (MAP) w . En consequence, la SAH deJL 
colin e peut pas t tre obtemie sous forme mature in vivo et doit etre modified in vitro, 
10 par coupure trypsique, a£n <T exciser une sequence leader d6riv6e d'un phage et ce 
fibres denaturation et renaturation in vitro 17 . 

En ce qui concerne les autres hfttes bacteriens, des travaux concernant 
la secretion de SAH dans fiarillus subtilis ont 6xi recemment publids". Bien que 
cette etude indique qu'un organisme procaiyote tel que fi. subtQ|S possede le 
15 potentiel pour se ere ter desproteines humaines de haut poids moieculaire comme la 
SAH, eQe montre aussi que rexcretion dans le milieu de culture ne peut etre obtemie 
qu'en utilisant des protoplastes de B- subtilis. c*est-&-dire des cellules dont la paroi 
ceDulaire nonnale a 6te <Eg6r£e par traitement enzymatique. De plus, le pourcen- 
tage de la SAH modifee est inversement proportionnel au taux de proteine produite: 
20 k des niveaux cTexpression eieves, la plus grande partie de SAH recombinante reste 
sous forme immature 1 *. En outre, aucune donnee concernant les proprietes pbysico- 
dmniques de la SAH recombinante de£. subtilis tfa et£ mentionnee, D'autre part, 
le niveau d'excretion de SAH bbtenu par ce microorganisme est tris faible au vue 
des quantites de SAH detectees par utilisation de methodes immunologiques dans 
25 les sornageants de culture 19 . 

L'utilisation de systcmes microbiens cucaiyotes tels que les levures ou 
les champignons represente une alternative interessante ^utilisation (Tbdtes bacte- 
riens pour la preparation de proteines heterologues. En effet, ces organismes pos- 
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sfcdent toutes les caract&istiques de structure et d'organisation cellulaire des 
organismes eucaiyotes plus complexes, telles que les cellules de mammiffcre. En 
particulier, les levures sont capables de rfialiser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour Pactivite de nombreuses protfii- 

5 nes. En outre, les levures sontbien conzmes k I'6chelle industrielle : elles peuvent fctre 
cultivies k haute density cellulaire, elles ne sont pas pathogfcnes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utflis6es dans l'industrie alimentaire depuis trfes longtemps. 
Enfin, contrairement aux cellules de mammiferes, les manipulations g&ndtiques sur 
les levures sont facfles k rdaliser et les donn£es de la g£n£tique classique et 

10 mo!6culaire sont nombreuses. 

Le terzne levure est frdquemment employ^ pour Saccharomyces 
cerevisiae. ou levure du boulanger, qui constitue l'une des esp&ces lesplus communes 
et les mieux connues. II est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autres genres et n'est pas restreint k Fesp&ce _S- cerevisiae. 

15 La sdcrltion de la SAH dirig^e par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la ch&atine a pu Stre mise en Evidence dans £. cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des prolines to tales 20 . Toutefois, le materiel 
reconnu par les anticorps anti-SAH ddcrit dans cette dtude Teste associ6 k la cellule 
et n'est pas exports dans le surnageant de culture. De plus, aucune caract&isation 

20 dftaillfie de la proline recombinante n'est rapport£e. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utQisant un 
proc£d£ post-fennentaire lors de la fabrication de la bi&re a Igalement 6t6 
mentionnfe n . De nouveau aucune donnde quantitative ou qualitative concernant 
le produit obtenu n'a 6t6 dfecrite. De plus, ce proc£d£ conduit k 1'expression de Met- 

25 SAH, c*est-&-dire (fun all&le de la SAH d£marrant par 1'acide amin£ methionine 
juste en amont de la sequence de l'albumine mature. L'absence <F une sequence 
signal empfcche la sdcrdtion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
1'accumulation d'une albumine intracellulaire dont la structure tertiaire n'a pas 6x6 
caract6ris£e. De plus, l'absence de methionine N-terminale dans le produit final n'a 
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pas 6x6 montrte. 

La prdsente invention d6crit 1'obtention de souches de levures modi- 
fies par glnie g£n£tique pouvant fttre cultiv£es en masse et capable de produire et 
(Texcrdter efficacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
5 naturdlc J 

Un syst&me d* expression prdf 6t6 implique des levures du genre Khiy- 
veromyccs comme h6te et utilise des vecteurs ddrivds du plasmide naturel pKDl de 
K marrianus var. drosophflarunL 

Les levures du genre Khiwcromvces et en particulier & manrianus 
10 ({ncluant les varidtds lactis et marxianus qui, dans ce qui suit, vont fttre appeldes J£. 
lacris elj£ JragiliO sont des organismes importants et d'un intdrdt commercial con- 
sid£iabledansrindu5triebiotechnologique. K- lactis et Kfragilis sont utilisdes, par 
exemple,pour la production commerciale de l'enzyme lactase (f-galactosidase). Ces 
levures sont capables de croltre sur lactoserum, un sous-produit majeur de l'indus- 
15 . trie laitidrc. Plusieurs souches de Khiyveromyces sont utilisdes pour la production 
& grande dchelle de "prolines cforigines unicelhilaire" (P.O.U.) qui jouent un rdle 
important dans Talimentation dubdtaH Enfin, les organismes du genre Khiyveromv- 
ces sont mentionnds sur la liste G.RA.S. (GeneralfyJiecognizedLAs Safe), ce qui re- 
prdsente un facteur important en vue de la production de produits de quality 
20 pbannaceutique. 

Contrairement aux progrds importants rdalisds dans le domaine de 
la gdndtique moldculaire de S- cerevisiae. les techniques de manipulation gdndtique 
n*ontdtdddveloppdesquerdcemment chez Kluyvcromyces .Trois types de vecteurs 
de donage ont 6x6 ddcrits chez cet orgamsme : 
25 i) des vecteurs intdgratifs contenant des sequences homologuesde 

rdgions du gdnome de TQuyveromvces et qui, aprds introduction dans les cellules, 
sfintfegrent dans les chromosomes de Kluweromvces parrecombinaisoh in vivo. Uin- 
tdgration, bien qu'dtant un dvinement trds rare n6cessitant la prdsence (fun 
marqueur de selection efficace, est obtenue lorsque ces vecteurs necontiennent pas 
30 de sdquence pennettant une implication autonome dans la cellule. L'avantage de ce 
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systfcme est la stability dcs souches transferases, c*est-&-dire le fait qu'elles puissent 
itre cultivies dans un support nutritif normal sans le besoin d'une pression de 
selection pour le maintien des sequences intigrfies. Uinconv£nient est toutefois que 
les genes inte grfis sont seulement presents k une ou, au mieux, k un petit nombre de 
5 copies par cellule. Le faible dosage des gfenes r6sulte souvent en un Caible niveau de 
production d'une proline hetfrologue. 

ii) des vecteurs rfiplicatife contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) ddriv^es de TADN genomique de Kluweromvces sp. i2 J*> 24 (KARS). 
De tels vecteurs ne semblent pas tr&s interessants puisque leur segregation lors de 

10 la mitose est trfes peu homog&ne, ce qui rdsulte en leur perte k un taux eieve, meme 
lorsque celles-ci sont cultivees sous pression de selection. 

iii) des vecteurs replicatifs contenant des ARS d6riv6s de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide lineaire " killer " pGH-1 isoie deJL lacris 
soit du plasmide circulate pKDl isoie de JL drosophilanim* Les vecteurs conte- 

15 nam des sequences ARS derivees du plasmide lindaire " killer " tfont pas d'utilite 
pratique en vue de la production en masse de proteines heterologues puisqu' un 
milieu nutritif particulier est necessaire k leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k un taux de 40-99 % dans une population donnee aprfes seulement 15 generations, 
meme sous pression de selection* Lesystfeme vecteur le plus efficace pour la trans- 

20 formation du genre Kluwemmyces decrit jusqu'alors est derive du plasmide 
endogfcne pKDl: des constructions contenant la sequence enti&re de pKDl peuvent 
fetre transformees k haute frequence, sont pr£sentes dans la cellule k 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stabilite assez eievee en conditions non 
seiectives.Neanmoins, Pefficacite des veaeurs d6crits dans lademande EP 0241 435 

25 demeure limitee k des applications de recherche dans la mesure ou des fermenta- 
tions k rechelle industrielle requi&rent une stabilite du plasmide pendant au moins 
40 generations- M&me le vecteur le plus perf ormant (P3) decrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules (Tune population donnee apres 
seulement six generations en milieu non seiectif v . Bien qu'il soit techniquement 

30 possible de maintenir une pression de selection k grande echelle, Futilisation d'un 
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milieu seiectif r6sultc souvent en une densite ccllulaire fortement diminudc, ct 
n£cessite le recours & des souches bicn d£finies ce qui rend cette approche moins 
attrayante et plus on6reuse. De plus, la demande EP 0 241 435 ne contient pas un 
• seul exemple cFexpression de proline b£t6rologue d'interfct commercial. En fait, le 

5 seul gfene "heterology "dom regression est d£montr6e & partirde vecteurs derives 
de pKDl est le g£ne T|RA3 de la levure S. cerevisiae. II reste done & prouver que 
Fintroduction dans pKDl (Tun gfcne non issu (Tune levure, par exemple un g&ne 
(Torigine mammiftre, et sa surexpression dans TQuyveromvces tfentralnent pas une 
instability accrue du plasmide. 

10 Un objet de la pr6sente invention est Tobtendon de nouveaux vecteurs d'ex- 

pression capables de transformer des levures du genre Khiweromvces et possfcdant 
des caracttristiques de stabflit£ nettement supi rieures & celles mentionndes dans la 
demande EP 0 241 435 . B sera demontre que les nouvelles constructions sont 
maintenues & haut nombre de copies dans 85-90 % des cellules apr&s 50 generations 

15 de croissance en milieu non seiectif. H est ainsi possible de produire des prot£ines 
h6t£rologues & partir de vecteurs multicopies stables en utQisant des souches 
industrielles du genre ?Qnyveromvces. qui ont it€ utilis£es pendant de nombreuses 
anndes en raison de lews propridtds optimales de croissance et k des densitds 
cellulaires Gevics. 

20 La stability 61ev£e des vecteurs dlcrits dans la prgsente invention a €xt 

obtenue en exploitant pleinement les caracteristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteurs derives de pKDl different de tous les autres vecteurs connus de Kluwero* 
myces en ce qu'fls sont caract6ris£s par un systfcme specialise de replication respon* 
sable de leur maintien stable & haut nombre de copies. En plus d'une originc de 

25 replication (ARS), ce systime comprend deux sequences r6p6tees-invers6es, cha- 
cune de 346 nucleotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (gfenes A, £ ct 
Q qui font partie int6grante du plasmide *. Par analogic avec le systime plus etudie 
du plasmide 2pde£. cerevisiae qui est structurellement proche, les protfeines coddes 
par deux de ces g£nes (fi et £ ) sont vraisemblablement impliqudes dans la partition 

30 du plasmide lors de la mitose et pourraient jouer un rdle dans la regulation negative 
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du gine A codant pour une recombinase k site spedfique (FLP) 28 . II a 6te montrd 
que la recombinaison FLP-dependante entre les sequences ripftfies inverses de 
TADN de 2 fait passer le plasmide d'un mode de replication rdgulier (un 
doublement des plasmides 2 jx par division cellulaire) k un mode de replication du 

5 type " rolling circle" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule) 28 . Cette alteration du mode normal de replication est induite aussit6t que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour permettre la production de 
quantitds suffisantes des produits des gfcnes E ct £ qui agissent comme rlpresseurs 
du gfene A codant pour la recombinase FLP. Par ce mdcanisme, le nombre de copies 

10 du 2 (et trfes probablement de plasmides structurellement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des niveaux ilevis de fagon autor£gul£e et est independant 
de la presence d*un marqueur de selection. 

Les vecteurs pr6c£demment publies dans la demande EP 0 241 435 
soit contiennent seulement unepartie depKDl (A15) soft un gfcne A interrompu (PI 

15 etP3 pour lesquelsle site declonage PstIestsitu6dansla^quencecodantedug&ne 
A 27 )! dfitmisant ainsi le systfeme de replication autor6guie qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide r6sidant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
deriv6es de pKDl ddcrites dans la presente invention respectent I'integralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 

20 la stabilite des plasmides decrits ci-aprfes est considerablement rcnforc6e par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eieve dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee k partir 

25 de cellules de levure et presentant la meme sequence decides amines, la meme 
structure tertiaire et les memes proprietes physico-chimiques que la SAH naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention concerne la creation par genie genetique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme Eacflement 

30 purifiable en utQisant des cellules de levure comme hdte eucaiyote microbien. Le 
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proc6dd de production est caract6ris6 par une exaition efficace de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui farilite considdrablement 
la purification de la prot£ine recombinants La production de SAH est obtenue en 
cultivant des levures transformfies par un plasmide recombinant comprenant une 
region de d&narrage de la 1 transcription et de la traduction fonctionnant efficace- 
ment dans Fhdte et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr£c£d6e d'un 
peptide signal dirigeant laprotdine recombinante dans la voie de slcrttion desdites 
levures. . 

Selon la prtsente invention, les nouvelles constructions incluent des 
cassettes (Texpression contenant le gfcne structural de la SAH. Les constructions sont 
habituellement prfparfees de fa$on s£quentieQe en employant les vecteurs appro- 
prMs, jusqu'fi ce que les fi£ments indispensables k I'expression, la sicrdtion, ou au 
toaintien du plasmide soiextf combines pour former un vecteur qui peut alors toe 
introduit dans le (ou les) h6te(s) purifil (s) de (agon k exprimer et excr6ter la proline 
d&irte. Les bdtes employes sont (Torigine microbiologique eucaryote, en particulier 
des levures, plus particulterement des genres Saccharomvces ou Khiweromvces et 
de pr6f£rence de Vesp£ce Khiweromvces marxiamis induanttoutcs sesvari6t&,eu 
particulier & ryiarxiamis var. lactis. Ainsi, selon la prdsente invention, les construc- 
tions qui sont pr6par6es et dtoites ont valeur (fexemples dans les organismes 
eucaryotes (Torigine microbiologique, mais sont destinies de preference k 

Les bdtes particuliers k employer seront prifdrentiellement des 
soudies industrieHes stables, atteignant des hautes densit£s cellulaires dans les 
milieux appro pri 6s et caract6ris6es par un niveau 61ev6 de production. 

La sequence oodante pour la SAH peut fitre obtenue de diverses 
felons, la phis simple consistant k isoler des ARN messagers de foie humain et k 
synthfitiser kurs copies sous forme d* ADN compl&nentaire (ADNc). Les sequences 
donees peuvent ensuite fctrc modifies par diff£rentes m£thodes telles que la 
frmt^ gwJ^i> j p vitro, r Alffflgntifm ffamnrcg^ la restriction, I'insertion (fadaptateurs 
ou la figatnre avec des oHgonudtotides de raccord. La sequence codante peut 4tre 
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adaptde, par exemple, k Pusage des codons chez la levure pour optimiser l'efficacitd 
de la synthase protdique (traduction). 

ArextrdmitdN-terminale de la sequence protdique, un peptide signal 
peut dtre introduit de f a$on k dinger la protdine en cours de synthase dans la voie 
de sdcrdtion de la cellule hdte. Cette sequence-signal peut correspondre k l'exten- 
sion N-terminale naturelle de Talbumine ou peut &tre obtenue k partir de g&nes de 
levure tels que ceux codant pour la pbdromone alpha ou la toxine * killer \ 

De plus, une prosdquence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut fetre intercalde entre la sdquence-signal de sdcrdtion et la sequence 
codante de I'albumine mature. Cette sequence est nonnalement jointe k la sequence 
codante par Pintennddiaire d'un site de coupure d'une protdase spdcifique impli- 
quant en gdndral au moins deux acides aminds de type basique , de pr6f drence Lys- 
Arg ou Arg-Arg. 

La cassette (Texpression coznprendra une rdgion de ddmarrage de la 
transcription et de la traduction jointe k Pextrdmitd ^ terminate de la sequence 
codante, de fagon k dinger et k rdguler la transcription et la traduction de la dite 
s£quence.Lechokdecesr6gionspromotri<^pem 

en particulier. Gdndralement, ces sequences sont choisies parmi les promoteuis 
ddrivds des gfenes de levure. D'un intdr&t particulier sont certaines rdgions issues de 
gdnes glycolytiques de levure du type Saccharomyces ou Kluyveromyces. telles que 
les gfenes codant pour la phosphogjyedrate kinase (PGK), la gJycdraldebyde-3-phos- 
phate desbydrogdnase, la lactase, 1'dnolase, 1'alcool deshydrogdnase, etc. Ces rdgions 
de contrdle peuvent dtre modifides, par exemple par mutagdn&se in vitro, par In- 
troduction d'dldments additionnels de contrdle ou de sequences synthdtiques ou par 
des ddldtions. Par exemple, des dldments de rdgulation de la transcription, telles que 
les rdgions dites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gfene GAL10 de St cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent 
dtre utilisds pour construire des promoteurs faybrides qui permettent de dissocier la 
phase de oroissance d'une culture de levures de la phase d'expression d'un gine hd- 
tdrologue en f onction de la source carbonique choisi. Une rdgion pennettantune ter- 
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minaison de la traduction et de la transcription fonctionnelle dans Fh6tc envisagd 
sera positionnde en 3' de la sequence codante. 

La cassette (fexprcssion ainsi cbnstruite sera fusionnde & un ou plu- 
sieurs marqueurs permettant de sdlectionner Thdte transform^. Les marqueurs 

5 prdfdrds dans la levure sont des marqueurs dominants, c'est-&-dire conf drant une rd- 
sistance & des antibiotiques comme la gdndticine (G418) ou tout autre composd 
Unique tels que des ions cuivre, dans la mesure oil ceux-ci peuvent dtre utilises sans 
spdcifititd (ThOte particuliire. Ces genes de resistance seront placds sous le contrfile 
de signaux approprids de transcription et de traduction dans Fhdte considdrd. 

10 L'ensemble constitud par la cassette d'expression et par lemarqueur 

de sdlection peut dtre utQisd soit pour transformer Fhdte directement, soit peut dtre 
insdrd sor tm plasmide vecteur. Dans le cas d'une transformation directe, des 
sequences homologues & des rdgions prdsentes sur un chromosome ou sur un 
plasmide rdsidant sont fusionndes & cet ensemble. Les dites sequences seront situdes 

15 de chaque cdtd de la cassette d'expression de fagon & induire une insertion au site 
homologue par recombinaison in vivo . Si la cassette (Texpression est insdrde sur un 
plasmide vecteur, elle devra dtre combinde & un systdme de rdplication fonctionnel 
dans Yhfac considdrd. Un svst&me de rdplication prdfdrd pour Kluweromvces est 
ddrivd du plasmide pKDl, imtialement isold de K, drosophilarum Un systdme 

20 prdfdrd de rdplication pour Saccharomvces est ddrivd du plasmide de levure 2 jl Le 
plasmide ^expression peut contenir tout ou parde desdits systdmes de rdplication 
ou peut combiner des dldments ddrivds de pKD 1 aussi bien que du plasmide 2jx. Les 
constructions prdf drdes sont celles qui contiennent la sdquence entidre du plasmide 
pKDl lorsque regression dans Khjweromyces est recherchde. Plus particulidre- 

25 ment, les constructions prdfdrdes sont celles oh le site d'insertion des sdquences 
dtrangdres dans pKDl est localisd dans une rdgionde 197 pbsitudeentrele site Sad 
(position 4714 de la forme B de pKDl *) et Mstll (position 154 de la forme B de 
pKDl ") ou & Fun de ces deux sites.. 

Pour plus de commodity le plasmide peut dtre un vecteur navette : 

30 comme tel, □ peut dtre transfdrd k un hdte bactdrien tel que E. co|j T ou fl peut dtre 
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manipull plus facilement que dans la levure & chaque dtape de construction. Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
l'b6te bactfirien sont requises. D est £galement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uni ques sur le vecteur d' expression de f agon qu'ils entourent les 

5 sequences bact£riennes. Ceci pennet de supprimer Porigine de replication bactfi- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut rfcsulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que 5*-GGCCNNNNNGGCC- 
3' (Sfil) ou 5*-GCGGCCGC-3* (NotI) peuvent par exemple etre utilises dans la 

1 0 mesure ofi ils sont extrfcmement rares chez la levure et g&ieralement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent £tre introduits sur le vecteur par mutag£- 
nfese dirigfe par oligonucleotide ou par 1'addition ^oligonucleotides de raccord 
spficifiques. 

Une fois terminfe la construction du vecteur d'expression, celui-ci ' 
1 5 sera introduit dans Fhdte d£sir6. Divers protocoles de transformation ont 6x6 droits * • 
dans le cas des levures 31 . Les transformants peuvent alors &tre mis en culture dans 
un milieu approprifi en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit recherche est la SAH excrete, fl peut etre purifie* de 
diverses maniferes & partir du surnageant de culture. II peut etre cryoprecipite, extrait 
20 par chromatographic d'affinite, par eiectrophorfcse ou par d'autres techniques con* 
ventionnelles. La recuperation de la proteine s€ crete e peut etre faite k partir d'une 
culture en " batch " ou en continu. 

Les exemples suivants , donn£s & titre non limitatif, montrent com- 
ment l'invention peut etre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 

Techniques g€n£rales de clonage 

Les m£thodes classiques de biologie moieculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium - bromure cFethidium, la 



2635115 

15 

digestion par les enzymes de restriction, Fdlectrophordse sur gel, Fdlectrodlution des 
fragments (TADN k partir de gels d'agarose, la transformation dans_E. coli. etc, sont 
ddcrites dans la littdrature *. 

Les enzymes de restriction ont dtd fournies par New England Biolabs 
5 (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les ligatures, les fragments (TADN sont sdpards selon leur taOle 
sur des gels <f agarose 0,7 % ou acrylamide 8 %, purifids par dlectrodlution, extraits 
au pbdnol, prddpitds k l'dthanol puis incubus dans un tampon Tris-HQ SO mM, 
MgClj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 
0 du phage T4 (Biolabs). 

Si ndcessaire, les fragments d*ADN ayant des extrdmitds 5' prodmi- 
nentes sont ddphosphoryids par un traitement k la phosphatase alcalinc d'intestin 
. deveau(CIP > Phannada)^37 o Cpendara30minutesdansle tampon suivant: glycine 
100 mM, Mgdj 1 mM, ZnO a 1 mM, pH 10,5. La m&me technique est utilisde pour 
15 la ddpthospborylation des extrdmitds 3* prodminentes ou franches, mais le traitement 
est de 15 minutes k 37°C puis de 15 minutes k 56°C L'enzyme est inactivdc par 
chauffage du mdlange rdactionnel k 68°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de Nad 100 mM suivi d'une extraction au phdnol-chlorofonne et d'une 
pr ddpi tatfan k FdthanoL 
20 Le remplissage des extrdmitds 5* prodminentes est effected par le 

fragment de Klenow de FADN potymdrase I (T E. coli (Biolabs). La rdaction est 
effectade k tempdrature ambiante pendant 30 minutes dans un tampon Tris-HQ 50 
mM, dNTPs 0,4 mM, MgS0 4 10 mM, dithiotrditol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albumine) 50 ug/ml, pH 12* Le remplissage des extrdmitds 3* prodminentes est 
25 effected en prdsence de FADN polymdrase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mandations du fabricanL La digestion des extrdmitds prodminentes est effectudde 
par trahement limitd k la nuddase SI (BRL) selon les recommandations du 
fabricanL 

La mutagdndse dirigde in vitro par oligoddsoxynuddotides est effec- 
30 tude selon la mdthode ddvetoppde par Eckstein et coll. 34 en utilisant le kit distribud 
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par Amersham. 

Les ADNs ligatures sont utilisds pour transformer la souche rendue 
compdtente : £. soli MC1060 ( [iaelPOZYA], X74, gaflj, galK, SrA*) ou TGI 
( [l^iffliA,B],^E,lhi,MD5/FlisD36 f pmA + B + > la£l ( i M15).L'ADN 
5 plasmidique est purifid k partir des transformants rfsistants k Fampicilline ou & la 
tetracycline selon les cas. L'extraction de PADN plasmidique est faite selon le 
protocole ddcrit dans Maniatis et coll. n qui ddrive de la m6thode de lyse alcaline 
d£crite par Bimboim et Doly 35 . Pour Tanalyse rapide des plasmides, des lysats 
bactdriens sont pr£par£s selon la mSthode de Holmes et Quigjey u et sont analyses 
10 par dlectrophorese sur gels d'agarose sans purification prialable. Aprts analyse par 
les endonucteases de restriction, les plasmides recombinants prfoentant la structure 
ddsirle sont pr£par£s k plus grande £chelle selon le protocole de lyse alcaline n k 
partir de cultures de 0,5 k 1 litre et purifies par une centrifugation isopycnique en 
chlorure de cesium. 

15 Les transformations dej£. lactis avec de r Al^N 6tranger que les 

purifications d'ADN plasmidiques de & lactis s ont ddcrites dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE D'UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE LA prtpro-SAH 

E.L1 Isolement d'un clone d'ADN complgmentaire (ADNc) codant pour la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants pennettant Fexpression 

de la SAH dans JL coli a 6t£ d£crite en details dans la prlcddente demande de brevet 
EP 0198745 u . En rfisumfe, l'ADNc a 6t€ obtenu k partir d'ARNm poly-A isolfis de 
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidhim. L'analyse de la 
sequence d'ADN a permis Tisolement de trois clones (pTIBll, pAA38 et p6D8 

25 figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du gfene structural de l'albu- 
mine et presentaient des sites de restriction communs dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont £t£ utilises dans la reconstruction d'un clone d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "prf-pro". 
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E.1 2 Synthase de la sequence signal de la SAH 

Dans le plasmide pXL276 (figure 2), dont la construction est ddcrite 
en detail dans la demande de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fuiionnde en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes 

5 (RBS) du gfcne cH du bacteriophage lambda. Ceci a g6n£r£ un site Ndel imm£dia- 
tement en amont du codon de d6marrage de la traduction du gene de la SAH. 
pXL276 est utilise* pour reconstituer la region "prf-pro" de la SAH, laquelle se 
. trouvait itre tronque* e dans 1'ADNc juste en amont du site TaqI au niveau de l'adde 
amin£ La reconstitution est effective en insurant un fragment d'ADN corres- 

10 pondant & la sequence signal de la SAH sous forme de quatre oligoddoxynucldotides 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34 t Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndcl de 120pbprovenant de pXL276 portant des signaux d'expression de genes d*E. 
fiilientreles sites EcoRIet Accldu plasmide pUC8. Le site TaqI est ainsi reconstitue* 
kYxmc des extrdmitds de l'insertion dans ce plasmide appel£pXL290 (figure 2). Le 

15 petit fragment HmdQI-Taql portant le RBS et la sequence prfpro en amont du site 
TaqI est Hgatui^avecle fragment Taql-Pstldu clone d'ADNc de la SAH (plasmide 
plBll, contenant I'extrdmte 5* de la SAH) entre les sites Hindm et PstI de pUC8 
poor donner le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit fen 
Hgaturant k fragment Hindm-PvuII de pXL299 t portant le RBS (site de fixation de 

20 ribosome) et la sequence prepro -SAH jusqii'au site PvuH, avec le fragment PvuII- 
EcoRI de pXL276, portant le replicon et rextr6mit£ 3' de la sequence codante de la 
SAH, et avec le fragment EcoRI-HindDI de pXL276 contenant le promoteur (figure 
4). 

E.L3 Creation (TunsiteHindlllenamontducodonded^marragedela traduction 
25 delaSAR 

Dans le but (fobtemr une cassette pr6pro- SAH pouvant &tre facQe- 
ment integrde dans des vecteurs ^expression, le site Ndel du plasmide pXT 32?., 
demerit d-dessus, est change 1 en un site Hindm par mutag6nfcse dirigde par oligo- 
, dtoxymicltotides. A cette fin, le fragment Hincffll-Bglll de pXL322 contenant 
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rextr6mit£ 5' du gfene de la prdpro-SAH est sous-clonf dans M13mpl8 ct mutage- 
nis£ par hybridation de Poligod6oxynucl6otide synthetique 5VATCTAAGGAAA 
TACAAQCEEATGAAGTGGGT-3' k la matrice simple brin (les sequences souli- 
gn£es et en caractfere gras representent respectivement le site Hindin etle site de 
ddmairage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nucldotidique de la region mutagfinisSe est ensuite vfirifide. La sequence 
codant pour la SAH complete est reconstitute en insurant le fragment Hindlll-PvuII 
du phage mutag£ nis6 et le fragment PvuII-Hindlll, contenant rextrlmitd 3' du gfcne 
structural de la SAH, dans le site HindHI de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment HindlQ de 1,87 kb contenant le 
gfcne structural de la prfpro-SAH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
& son extrdmitfi 3\ La sequence complete du fragment Hindin ainsi que la sequence 
en acides aminds de la SAH recombinante sont dfcrites sur la figure 7. Une cassette 
Hindm contenant le gfcne structural de Met-SAH sans son signal de s£cr£tion est 
construiteen suivant lememeprotocole saufqu'un d6riv6M13du plasmide pXL276 
estmutag&risS&PaidedePoUgodSoxynucteotides^ 

TACAAQCIIATGGATGCACACAAG-3^ La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUC8 donne le plasmide pXL868 obtenu de 
fagon similaire au plasmide pXL869. 

Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECTEURS DE CLONAGE POUR IA LE- 
VURE 

E2.1 Isolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl peut &tre purifte & partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K. drosophilarum U CD 51-130 
(collection U.CD., University de Californie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui d6rive de celui dScrit par Fleer et coll. 37 . Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2%) est 
centrifiigle, lavfie et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont converties ensphfiroplastes enpr&ence dezymolyase (300;ig/ml), dTEDTA 25 
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mM, de phosphate 50 mM ct de£-mercapto cthanol (1 pg/vol). Aprts lavage dans 
une solution de sorbitol 1,2 M, les spMroplastes correspondant ft 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2,5 ml de sorbitol 1,2 M et on ajoute le 
mftme volume de tampon Tris-HQ 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 

5 Les 6tapes suivantes correspondent au protocole de lyse alcaline d£jft ddcrit M , ft l'ex- 
ceptionde laprgcipitation du surnageanten ac6tate de potassium qui est faite ft23°C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml cfisopropanoL Le mattriel obtenu est trait* 
ftla RNase (50 }i/ml) ft 37°C pendant 20 minutes puis avec la proteinase K (150 jig/ 
ml) dans une solution de NaG 0,5 M, sarkosyl 0,5 % et<FEDTA 25 mM pendant 1 

10 beure ft 6XTCL Apr&s centrifugation en microcentrifugeuse Eppendorf, les surna- 
geants sont pr£cipit6s ft Wthanol pendant 10 minutes ft -7CPC, puis les culots sont 
dissous et FADN est purifil par centrifugation isopyenique en gradient de CsQ en 
presence de bromure (T6thidium. 

Construction du plasmlde pCXJL 

15 L'intermddiairede construction pUC-URA3 (figure 8) consisteenun 

fragment Hindlll de 1,1 kb contenant le gfcne URA3 delalevure S. cerevisiae ins6r6 
dans }e site unique Narl du plasmide pUC19 M . Le fragment HindTTT ddrive du 
plasmide pG63 35 qui a 6t6 digfird par Hindm puis traitf par le fragment de Klenow 
deT ADNporym6raseI(f£.fi2li pourg6n6rerdesextrfmit6s tranches. Le fragment 

20 de 1,1 kb contenant le gfcne URA3 est purifid puis ins6r6 dans le plasmide pUC19 
hxi-mftme coupd par Narl et traiti par le fragment de Klenow de l'ADN polymerase 
I d*E. £S2lL Le plasmide pUC-URA3 contient done : une origine de replication pour 
la maintenance du plasmide dans £ mil t le marqueurder&istanceftrampicilline 
pour ks transformations dans E. flilL le gfcne lacZ contenant un poly-site de clonage 

25 (EcoRI, Sad, Kpnl, BamHI, Xbal, Sail, SphI, Hindm comme sites uniques) et le 
gfene URA3 de S. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 
deKJ&£ti&. 

Le plasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide pKDl insirfe dans le site unique Aatll de pUC-URA3. Cette construction 
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a ixi obtenue en lin6arisant pKDl au site EcoRI puis en traitant ce plasmide par 
le fragment de Henow de l'ADN polymerase I d'E Ce fragment d'ADN est 
ligaturi avec pUC-URA3 precedemment coupe par Aatll et trait6 k la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de 
5 restriction EcoRI. L'insertion de l'ADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n'inactive aucun g£ne nficessaire pour maintenir la stabflitfi et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI etant sitae k 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gfene IL 3 *). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transfonne les 
cellules deK. lactis uraA dr° k haute frequence, est amplifie k environ 70-100 copies 
10 par cellule et est maintenu de fa$on stable meme en Tabsence de pression de 
selection. GrSce k Forigine de replication apportee par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl peut egalement se repliquer dans £oli ce qui facilite les e tapes de 
construction et de purification de plasmides. Les sites uniques de pCXJ 1 sont les sites 
Hindin et Sail du potysite de clonage de pUC19. 

15 E23 Construction d'une ftision entre le promoteur pkl de K. lactis e t le glne de la 
3'-aniinog)ycoside phosphotransferase de T n903 

^utilisation de pCXJl en tant que vecteur pour la transformation de 
]£• lastis et d'autres espfcces de KluweroTnvces reste limit 6e aux souches portant la 
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur d'auxotrophie. Afin de 

20 pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromvces nous 
avons choisi le gftne de la 3*-aminoglycoside phosphotransferase faph P*]-I) du 
transposon bacterien T n903 comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insert dans pCXJl. Le gfene de l' aph c onftre la resistance k 
la kanamycine chez£._£GH et rend les souches sauvages de levure resistantes k 

25 Pantibiotique G418 (geneticine), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire^.Pourpermettreune expression suffisammentforte du gfeneder aphp our 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de & lactis. les signaux de 
transcription bacteriens du g&ne ?ph sont remplacesj>ar le promoteur pkl isoie k 
partirdu plasmide «kQler»pGkl-l oukl de K. lact?s .La construction dela fusion pkl- 
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pph est effectu6e cn plusicurs Stapes (figures 10 & 12). Tout d'abord un fragment 
Scal-PstI de 1,5 kb du plasmide kl est sous-clon^ entre les sites uniques Seal et PstI 
de pBR322, le plasmide recombinant sensible & Tampicilline et r6sistant k la tetra- 
cycline est appete pkl -PS 1535-6 (figure 10). Le fragment sous-cioni de 1,5 kb 
5 provient (Tune extrlmitl du plasmide «k01ei> lintaire et contient la moitid 5* de la 
premiere phase de lecture ouverte (ORF1) portfe parle plasmide kl et enyiron 220 
paires de bases en arnont 41 . Comme le site Seal est situ6 seulement 22 paires de bases 
de rextrtmitl gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-PstI purifi6 & partir de gel 
(fagarose contient vraisemblablement la rlgion promoteur entifcre de ORF1. La 
10 digestion de pkl-PS 1535-6 avec Ddel donne un fragment de 266 pb contenant 17 pb 
provenant de pBR322 d une de ses extrfmitis (proche de Seal) et les 11 premiers 
codons de ORF1 & l'autre extr&niti. Aprfcs un traitement par le fragment de Klenow 
de FADN polymerase I < TR colL le fragment purifid est insdrf dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a 6t6 obtcnu en 
15 insurant un fragment EcoRI de 1^25 kb contenant le gfcne aph provenant de TrjfifE 
(Kanamycin Resistance Gene Block ™ t Pharmacia) dans le site unique EcoRI de 
pUC19. Le plasmide pUC-kan202 est obtenu en effectuant une digestion de pUC- 
kanlparXhoI suivie cFune digestion brfcve par la nucldase SI rendant les extr6mit£s 
franchespuis (Tune ligature avecle fragmentDdel depkl-PS1535-6rendufrancavec 
20 k fragment de Klenow de l'ADN polymerase I d'E.fldi (figure 11). Cette construc- 
tion permet cfobtenir une fusion en phase entre les 11 premiers acides amines du 
gtae ORF1 du plasmide lin£aire kl et de rextr£mit£ tronqufe en 5* du gftne ajdide 
Tn9(B. En fait, la jonction entre ORF1 et aph restore le douzi&me codon de aph 
(AGG) de sorte que ce stmt les onze premiers acides amines de 2ph_qui sont 
25 rexoplacts par les onze premiers, acides amines de ORF1 de kl. La sequence 
complete du promoteur pkl ut3is£ pour la fusion pkl- sph ensemble avec le d6but 
du gfcne structural codant pour la pph est indiqu£e sur la figure 12. 

Construction du plasmide pKan707 

Lc plasmide pKan707 (figure 13) est un ddrivf du plasmide pCXJl 
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ctecrit ci-dessus. II est construit en coupant pCXJl par HindHI puis en traitant par 
le fragment de Klenow de TADN polymerase I d'£. coli. Le plasmide Iin6aris6 k 
extr£mit6s tranches est ensuite ligature avec un fragment Seal-Hindi de 1,2 kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-' aph ( figure 13). La 
digestion de pUC-Kan2Q2 par Seal et Hindi donne une cassette de rdsistance k la 
kanamycine k extrfimitfis tranches ne contenant plus le promoteur bact£rien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, confere la resistance k de trfcs hauts niveaux de 
G418 (> 2,5 g/1) dans les souches de K* lactis . Comme dans le cas de pGXJl, le 
plasmide pKan707 peut etre transform^ dans les souches deIC lactiscir^ haute fre- 
quence, amplifid k 70-100 copies par cellule et maintenu de fajon stable enl'absence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugufie avec la presence 
d'un marqueur dominant efficace pennettant la transformation de souches indus- 
trielles de Kluyveromvces font de pKan707 un vecteur de clonage trfcs performant 
pour les levures du genre Kluweromvces. 

\ 

Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE L' 
ALBUMINE DANS LA LEVURE 

EJ.L Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH et de la pr£pro*SAH 
sous contrite dn promoteur PGR de S. cerevisiae. 

Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fragment de restriction 
Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constituS des regions promotrices et tenmnatrices 
du gfene PGK de & cerevisiae. Ce fragment provient d'un fragment gdnomique 
HindHI d€\€t€ d'un fragment de 1^2 kb correspondant au gine structural et compre- 
nant une region comprise entre Y ATG d'initiation de la traduction et le site Bgjn 
localise 30 codons en amont du codonTAA specifiantlafin de traduction 42 . Les sites 
HindHI encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite dgtruits et 
remplacds par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du tenninateur f>GK de transcription. Un site HindHI est 
introduit k la jonction entre regions promotrices et terminatrices ; le site 6tant 
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unique, fl permet (Tintroduirc facilemcnt des gfcnes Mtfrologues. La sequence nu- 
dlotidique dc cette r6gjon est indiqude sur la figure IS. Le fragment Hind m de 1,8 
kbpruvenant du plasmide pXL868 (voir E. 13) et codant pour leg&ne de la Met-SAH 
est ensuite introduit dansle site Hindm du plasmide pYG 12 pour dormer le 
plasmide recombinant pYGlO. De fa^on analogue, le plasmide pYGll (figure 15) 
est g6ndr£ par insertion dans le plasmide pYG12 d'xrn fragment Hindm provenant 
du plasmide pXL869 (voir £.13) et codant pour la pr6pro-SAH. En consequence, 
deux cassettes d'expression Sall-BamHI d'une taQle d'environ 3,6 kb sont ainsi cons- 
tnittes, cnrnpranant le prnmoteur du gfene fGK de S. cerevisae (P rax ) r suivi du gfene 
codant soit pour la Met-SAH soit pour la pr6pro-SAH et enfin la region correspon- 
dant au terminateur de transcription du gine PGK (Tpcg), region incluant le site de 
polyad6nylation du ARNm. 

E32 Construction des plasmides ^expression pYG19 et pYG23. 

Dans le but (Tintroduire les cassettes d'expressions d6tafll6es ci- 
dessus, dans le vecteur pKan707 r6plicatif chez Khiyveromvces. les fragments Sail- 
BamHI de3,6kb et provenant desplasmidespYGlOetpYGll sont dans un premier 
temps sous-clAn£s dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 **, pour donner 
ainsi les constructions plasmidiques pYG18 (pr£pro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions intermddiaires pennettent de disposer des cassettes 
d , ejpresacmP POT /Met-SAH/T PGK et P PG K/F^P n>5AH / T PGK sous {onnt dc fo- 
ments de restriction Sall-SacI directemenl ins6rables dans les sites correspondants 
de pKan707 (figure 17). La digestion de ce dernier par les enzymes Sail et Sad 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'un fragment de 35 pb situ6 
en amont du gine fi de pKDl. Les constructions ainsi obtenues appel6es pYG19 
(prfpro-SAH)etpYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprennent les cassettes ^expres- 
sion Pp^/HSA/Tpop la sequence quasimeni complete du plasmide pKDl de & 
drfwiphilanim. les sequences permettant la replication autonome chez £. £QlL ainsi 
que les gtoes codant pour la ^-lactamase et la S'-aminoglycoside phospbo transf 6rase 
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(sous controle du promoteurpkl), permettant respectivement de sflectionne rE. coli 
en presence d'ampicilline ct & lactis cn presence de G418. 

Exemple 4 : TRANSFORMATIONDE LA SOUCHEMW98-8C DE H lactis PAR 
LES PLASM1DES EXPRIMANT LA Met-SAH ET LA prtpro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C ( alpha uraA argA lysA. K + pKDl°) de & lactis * Un dchantillon 
de cette souche a 6t€ d6pos6 au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) k 
Baam aux Pays Bas selon les dispositions du traitg de Budapest ou il a 6t6 enregistrd 
10 le / / sous le numero CBS 88. La transformation s'efiiectuesoit par 
la technique de formation de sphdroplastes initial ement dScrite par Hinnen et colL 44 
et adaptte en consequence, soit en traitant les cellules endures par l'ac£tate de 

lithium, ce qui favorise Incorporation (TADN en presence de polyethylene glycol 

i 

(PEG) 4S . Les modifications concernant la formation de^ sphdroplastes sont dfiji 
15 ddcrites 4 *. Lorsque la m£thode faisant intervenir Tacftate de lithium estutiliste, la 
croissance des cellules se fait k 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'i une density optique k 600 nm (OD^ comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont r£colt6es par centrifugation k faible vitesse, lav6es dans une solution st6r3e de 
TE (10 mMTris HQ pH7,4, 1 mMEDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'unesolution 
20 d'acltate de lithium (0, 1 M dans du TE) pour donner une density ceDulaire d'environ 
2 x 10 8 c/ml, puis incub£es k 30°C pendant 1 heure sous agitation mod£r£e. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension rfisultante de cellules 
comp&entes sont incubees k 30°C pendant 1 heure en presence (TADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap*ts un choc thermique de 5 minutes 
25 k 42°C, les cellules sont lavfes 2 fois par de Feau stdrile, resuspendues dans 0,2 ml 
d'eau stdrile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution dTPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfusion k 46°C (5ml) est ensuite ajoutde et imm£ dia- 
tement coul6e sur boites YPD. Aprfcs modification, une surcouche additionnelle de 
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5 ml dc "top-agar" est ajoutde ct Ics boltes sont incubdes k 28°C Aprfcs 18 &24 heures 
dHncubation, 0,16 ml (Tune solution dc G418 (Gcneticin 50 mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est dtalde sur les boltes et des transfonnants sont comptds aprfcs 4-5 
jours <fmcnbation additionnelle k 28°C 

5 Udtalement direct des cellules sur boltes YPD + G418 (c'est-&-dire 

sans utiliser une surcouche additionnelle de top-agar) rdsulte en 1'apparition de 
clones de taflle plus importante pour les cellules transformdes de K* lactis . Cepen- 
dant, une concentration plus basse de G 418 (50 jig/ml) est alors n6cessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de mutants partiellement rdsis- 

10 ' tants au G418 et provenant de cellules non transfonndes. De plus, l'efficacitd de 
transformation est au minimum 10 fois phis faible que I'efficacite observde aprfcs ex- 
pression pbdhotypique pendant 18 k 24 heures, 

EA2 Stabllitd mitotique des plasmides d'expression de la SAH 

La stabflitdmitotique des plasmides pYG19 et pYG23 est mesurde au 
15 cours du temps apr&s croissance en milieu non sdiectif ; elle est ddterminde commc 
dtant le rapport entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
boltes YPD contenant 250^g/ml de G418. Comme 1'indique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgrd r expression k baut niveau (fun 
gine hdtdrologue : 40 k 45 % des cellules out maintenu ces plasmides aprfcs 40 
20 generations oeHulaires en milieu non sdlectiL 

EA3 Niveau* d'expression et d'excr&ion de Palbumine 

Les niveaux d'expression et d f excr6tion des cellules de & lactis 
MW98-8C contenant les plasmides pYG19 (prdpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont determines en fonction du temps apr&s croissance k 28°C en milieu YPD etsous 
25 agitation constante. Les sumageants de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tions consdeutives (5 minutes k 4000 puis 10 miiiutes k 12000 tours/minute) pour 
dliminer toute contamination dventuelle par des cellules. Un dchantOlon du second 
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surnageant (0,5 ml) estchauffe&95°C pendant 15 minutes puis mdlangS &un volume 
6gal de tampon d'application contenant 0,125 M Tris HO, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto6tbanol 0-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de 
bromopMnoL Quand une concentration des protdines presentes dans le surnageant 

5 est soubait£e, 0,4 ml d'une solution k 100% p/v d'acide trichloracfitique (TCA) est 
ajoutde k 8 ml de surnageant et les prolines sont pr6cipit6es sur glace pendant 1 
heure. Le materiel prdcipitd est rScup£r6 par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/minute) puis resolubilis£ par chauffage k 95°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
de tampon d'application contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % JJ-ME, 23 

10 % SDS et 0,2 % bleu de bromophfinoL 

L'expression intracellulaire d'albumine est d£tect£e &partir d'extraits 
cellulaires pr6par& comme suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot cellulaire (lav£ une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate k pH 7, 5 mM JJ-ME, 1 mM - 

15 ph6nylm£thylsulfonyl fluoride (PMSF), 2juM de leupeptine, et 2jxM de pepstatine 
A (Sigma). Apr&s addition de 0,5 ml de billes de zirconium (diametre 0,45 mm), stoc- 
kds en tampon phosphate (67 mM, pH 7) k 4°C, les cellules sont cass£es par 7 
p&iodes de 30 secondes avec un broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater^ 
Biospec Products) entrecoupfies par des pEriodes de refroidissement de 2 minutes 

20 sur glace. Uefficacitfi de brpyage des cellules est supfrieure k 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope k contraste de phase. La fraction liquide 
dfpourvue de billes de zirconium est transferee dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lavdes 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembl£es dans le meme tube 
Eppendorf. Par centrifugation dutubependant 15 minutes&4°C& 12000g,ond6finit 

25 ainsi une fraction des prolines solubles (surnageant) et une fraction de prbtdines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualists et reprises dans le meme 
volume final d'une solution de tampon d'application apr&s dilution. Ces dchantQlons 
sont chauffls pendant 15 minutes k 95°C, et appliques sur un gel de polyacrylamide- 
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SDS k Sy5 % pr£c6d6 d'un gel de concentration & 5 % puis soumis & unc intensity 
de 25 mA jusqu*& ce que k bleu de bromoph£nol atteigne le bas du gel. 

La figure 20 montre le r£sultat (Tune experience typique qui permet 
(Flvaluer Texpressipn et Pexcrftion d'albumine obtenue avec la soucbe de & lactis 
5 MW 9&-8C transform^ avec les plasmides pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), et pYG 25 (vecfeur d6pourvu de cassette d* expression), aprfcs croissance dans 
50 ml de milieu YPD sans G4 18 It 28°C pendant 68 heures. Chaque 6chantillon cor- 
respond k lOOjil de culture originate et permet de comparer les fractions solubles, 
les fractions insolubles, et le surnageant de culture, apr&s migration en gel de poly- 

10 acrylanride k 85 % et coloration au bleu de coomassie. Une bande prottique qui co- 
migre avec de Falbumine bumaine commerciale (Sigma) servant de r£f£rence de 
poids mo!6culaire est detectable dans les 6chantfllons provenant des cellules trans- 
fonntes avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cellules contenant 
le vecteur pYG25 qui ne contient pas le gfcne de la SAH. On remarquera que, alors 

15 que la quasi-totalitl de Falbumine exprimle k partir de pYG19 (pr6pro-SAH) est 
exportie 'dans le surnageant de culture, toute l'albumine produite k partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) est prdsente dans la fraction des prolines cytoplasmic 
ques non solubles. Ds plus, les rdsultats de la figure 20 indiquent que Falbumine 
excrdtfe par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule prottine 

20 extraceDulaire prdsente en quantity significatives. Dans le surnageant d'une culture 
de MW98-8C transform^ avec le plasmide pYG19, la concentration d'albumine 
peut atteindre 12 mg SAH/g biomasse. 

EAA Detection immiroologique de l'albumine produite par & lactis 

L'identite des prolines qui co-migrent avec Falbumine extraitedu 
25 plasma humain peut £tr6 test6 par immuno-dftectioa A ce but, un gel de polyacry- 
lamide est transfer* sur filtre.de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 0,45 ^im) en 
utiKsant un appareil de transfert semi-sec (Biomdtra) dans un tampon de transfert 
contenant 25 mM Tris base, 150 mM glycine, et 1 0 % methanol. Le temps de transf ert 
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est de 30 minutes en utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm 2 de surface de gel 
Aprfcs transfert, le filtre est incube trois f ois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait dcrdm6, 0,2 %Tween20 en tampon PBS [137 mM NaCl, 2,7 mM Kd, 
4,3 mM Na2 HPOJ), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 

5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigfis contfe la SAH et dilues au 1/ 
1000.Aprfes3 ringagesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyle 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajoute k raison d'une goutte pour 50 ml de tampon A. 
Aprfcs incubation du filtre pendant 30 minutes, le filtre est rincd 3 fois par du tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incube en presence d'un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinylde. Le complexe avidine/ peroxidase biotinyiee est prepare 
extemporan^ment en diluant 1 goutte de chacun des rfactifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, apr£s incubation k 23°C pendant 30 minutes. Le filtre est incube Hath: 

une dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 pi au total) pendant 30 

\ 

15 minutes. Le filtre est rincg de nouveau par du tampon B pendant 3 p6riodes de 5 
minutes et mis k dgvelopperpendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml k 0,02% 
R,0 2 et 10 ml d'une solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mgj 
NiC^enO,! MTrisHapH7,4.Ler6sultatde cette experience (figure 21) demontre 
que IL l2£ti5 MW98-8C exprime (pYG23) et excrfete (pYG19) une protdine recon- 

20 nue par des anticorps polyclonaux anti-SAH. Ce materiel antigSnique est spedfique- 
ment associe k la presence d'une cassette d'expression de Falbumme ; il n'est pas 
deteae dans des extraits cellulaires ou des surnageants de culture des levures 
transfonnees avec le vecteur sans cassette d'expression. 

EA5 Gngtf que d'excrgtion de la SAH 

25 Comme le montre la figure 22A (cbaque ecbantillon correspondant 

il'equivalent de 1 60pl de surnageant de culture), la secretion de 1'albumine humaine 
se fait avec une cinetique relativement lente en erlenmeyer. Les niveaux maximums 
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d*excr6tion semblent avoir lieu aprfes 70 & 100 heures d'incubation d'une culture 
inocul£e initialement & itfi cellules/ml (Fig 22B, ichantillons dlposds correspon- 
dant & F6quivalent de 25 de surnageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n'est ddtectable entre 100 et 240 heures de culture, d£mon- 
5 trant une remarquable stability de la SAH dans ces conditions de culture et de 
temperature. Puisqu'Q n"y a pas (Taccumulation de materiel protfolysf durant cette 
plriode, fl peat fctre conchi qu'aucune prot6ase extracellulaire n'est prdsente qui 

1 pouirait ddgrader 1'albumine excr£t6e. 

Une representation graphique de la cin6tique d'excrition (A), de 

10 m£me que la courbe de croissance de la soucbe MW98-8C transferase avec le 
plasmidepYG19 (B)estxnontreeenfigure23;cesr6sultatsmontrentquerexcr6tion 
de Falbumine faumaine continue apr&s que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de croissance. Cette observation est en accord avec des observations ant6rieu- 
res concernani (fautres systfcmes (Texpression chez la levure m . 

15 Exemple 5 : PURIFICATION DE LA SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans une experience typique de purification, la souche MW984JC 
transform^ avec le plasmide pYG19 est cultjv6e en milieu YPD pendant 72 heures 
. dans les conditions standards d6j4 d^crites. Un surnageant de culture (0,5 litre) est 

20 ddbanassd de toute contamination cellulaire par centrifugation et incuW & 4°C 
pendant 15 minutes en presence de 60 % d'lthanol (V/V). Le prddpitd estr£cup6r6 
par centrifugation, redissous dans 10 ml d'une solution 50 mM Tris HQ pH 8,0, puis 
charg^ sur une colonne de bleu TrisaoyL L'albumine humaine est 61u6e de cette co- 
lonne par une solution de Nad 3M. Aprfes dialyse des tractions contenant la SAH 

25 centre 50/iM Tris, celles-ci sont purifite sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
flute i une concentration de NaQ 0,25 M Dans une dernifcre fitape une chroma- 
tographic Superose 12 (Pharmacia) pennet (F obtenir de la SAH pure & plus de 99% 
(<f aprts ks rfeultats d*61ectrophor&se PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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ffargen^. 

Exemple 6 : CARACTERISATION DE L'ALBUMINE SECRETEE ET PURIFIEE 

L'absence d'un test permettant de mesurer in vitro les propridtds bio- 
logiques de l'albumine ne simplifie pas laproc£dure permettant de juger de la quality 
5 de l'albumine recombinante. Pour cette raison, aprfcs purification, l'albumine excr6- 
t6e par & lactis est done caract£ris£e par plusieurs tests pbysico-chimiques et immu- 
nologiques. Ces tests dlmontrent que l'albumine recombinante est s£cr£t£e par &. 
lactis sous forme mature et dans sa configuration native : eDe est indistinguable de 
la s6rum albumine humaine extraite du plasma pour tous les criteres. 

10 E.6.1 PAGE SDS : Coloration an bleu de coomassie et aux sels d'argent 

L'dlectrophorfcse est effectufi e en gel de polyacrylamide (7,5 %) d€- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit pr£c£demment, ou gr&ce k TutQisation d'un 
"Phast gel" (Pharmacia, Figure 24 A). Diffcrentes quanti^s d'albumine recombi- 
nante ont 6t€ compardes k une preparation commerdale de l'albumine standard 
15 (Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre rhomog£n6it£ totale des 
fchantOlons d'albumine de levure. 

Isoflectrofocalisation 

Des focalisations isollectriques sont effectives entre pH 4,5 et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isodlectrique de la SAH recombinante est identique k celui de la SAH humaine 
reference (pi = 4,8). 

E.6J PAGE en conditions non dgnaturantes : relation immunologique 

L'£lectrophor£se de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
25 mide (10 %) non dSnaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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relation immunologique dans les conditions d£crites en section £.4.4 rfvilent une 
co-migration avccFalbuminc standard extraitc du plasma humain. Ceci suggfcre trfcs 
fortement que la maturation correcte de la pr£pro-S AH recombinante a lieu lors du 
processus de s6cr6tion inherent aux cellules de lactis . Aucune contamination avec 
5 de la SAH non matur6e n'est ddtectable cc qui implique que le clivage de la sequence 
signal et de la region pro de la SAH s*effectue avec efficadt6 dans cette levure. 

^ E^L4 Chromatographic d'exdusion mol&ulaire 

Une chromatographic d'exdusion mol6culaire est effectude avec une 
Superose 12 (Pharmacia). Le dibit du tampon dilution (50 mM Tris HQ pH 8,0) 
10 e$t maintenu & 1 ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine r6f6rence issue du plasma humain sont de 0,4 et 1 mg/ml respectivement. 
Aprfcs jd£pdt <Fun volume de 100 jil, l'61ution de 1'albumine est d£tect£e par mesure 
de Fabsorption k 280 nm. Dans les deux cas le volume dilution est identique (11£ 
ml). 

15 E«&5 Ciromatograhie d'&hange d'anion 

L'albumine recombinante est 61u£e d'une colonne Mono Q HR 5/5 
(Pharmacia) & une concentration de 031 MNaQ, comme l'albumine reference issue 
du plasma humain. La figure 25 montre les proflls chromatographiques obtenus pour 
des injections de 100;il de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
20 (0^ mg/ml) utilisant une ro^^ 
constant de 1 ml/minute. 

Chromatographie en phase Inverse 

Le comportement de 1'albumine de levure en phase inverse est 
analyst sur une colonne Nudeosil (C4) avec les tampons A (eau & 0,1 %TFA) et B 
25 (ac6tonitrfle & 0, 1 % TFA). La figure 26 reprfaente rflution, par un gradient de 20 
i 80 % de B dans A, de l'albumine de levure qui poss&de le mftme temps de rdtention 
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que I'albumine plasmatique. 

E.6.7 Composition en acides amines 

La composition en acides amines de la SAH recombinante est 
detenninee par chromatographic en phase inverse aprfeshydrolyse acide(HQ)et 
5 derivatisation au PITC Les rdsultats obtenus par cette mdthode indiquent daire- 
ment une composition identique & celle de I'albumine reference issue du plasma 
humain. 

E.6J6 Sequence N-terminale 

Utilisation <Fun apparefl automatism pennettant la degradation 
10 dTEdman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-terminale de la SAH 
secr6t£e par K, lactlS est Asp-Ala-His-Lys-Ser<}lu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp- 
Leu-Gly. La determination de cette sequence confirme done les r&ultats provenant 
des experiences d'eiectrophortse en gels natifc de polyadylamide, et d&nontre la 
maturation correcte et complete de I'albumine secr6tee par la levure IL lactis . 

15 E.6.9 Fluorescence du tryptophane 

Avecune excitation 4295 nm, remission de fluorescence de l'unique tryp- 
tophane poss&de le meme maximum pour la SAH recombinante et I'albumine plas- 
matique (337 mn) indiquant un environnement hydrophobe identique au niveau de 
cet acide amine (figure 27). 

20 K6 JO Stability thennique 

Ualbumine reference (Sigma) et Palbumine secrftee par la levure ont 
une cinetique identique de degradation k 75°C (figure 28) ce qui suggfere que les 
liaisons de stabilisation de la structure proteique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfides) sont identiques dans les deux cas. 
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E.6.11 Afflnitls vis-fc-vis de diEterents anticorps monodonaux 

L'antig£nidt6 de Taibumine recombinante a €\6 Itudide avcc dif&rents 
anticorps monodonaux dirigds contre ralbumine humainc. La figure 29 montre lcur 
sp6cifirit6 : ks anticorps HA1Q, HA 11 et HA 13 correspondent & des Epitopes dont 
3 la conservation n£cessite Tint6grit£ de Tensemble de la molfcule. Les anticoips 
HA21, HA6, HA4, HA3, IIA& et HA1 correspondent k des Epitopes localises le long 
de la chalne peptidique de Texttimitf 

Le test utilise est un test (Tinhibition d T EUSA. Les diffirents anticorps 
sont adsorWs sur des plaques de polystyrene et une courbe de fixation <Talbumine 
LO mar(p6eaveclapho^&atasealcalm 

de saturation de chaque anticorps ont une allure sigmolde et la quantity d'albuxnine 
marqute correspondant & 50 % de fixation a 6t€ choisie pour Itudier Tinhibition de 
chacun des anticorps. 

Uinhibition a 6t£ rfcalis£e avec T6chantillon d'albuxnine recombinante et 
15 comparfe & celle obtenue avec un 6cbantfllon d'albumine plasmatique (Sigma). La 
figure 30 montre que pour les 9 anticorps testes, Taibumine recombinante est aussi 
inhibitrice que Taibumine native. Etant donnd Textr&me sensibility du test, les 
differences observes sont minimes. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

20 Les representations des plasmides indiqufa dans les figures ne sont pas traces i 
T6chelle et seuls ks sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiqu£s. 

Figure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence complete 
codant pour la Met-SAH obtenu & partir de trois dones d'ADNc (voir 
25 texte) dlrivls (TARNm poly-A isol6s de foie bumairu 

Figure 2 : Reconstitution de la sequence signal "prdpro" de Taibumine i partir de 
" quatre oligonuddotides synth6tiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3 : Construction du plasmide pXL299. 
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Figure 4: Construction du plasmide pXL322. 
FigureS: Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6: Construction du plasmide pXL869, 

Figure 7 : Sequence nucleotidique et en acides amines du fragment Hindm prove- 
5 nam du plasmide pXL869 et contenant le g&ne de structure de la prtpro- 

SAH. Les flfcches noires indiquent la fin des regions "pre" et "pro". 
Figure 8: Construction du plasmide pUC-URA3. 
Figure 9: Construction du plasmide pCXJl. 
Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 
1 o Figure 1 1 : Construction du plasmide pUC-kan202. 

Figure 12 : Sequence nude otidique du promoteur pkl k partir du site de restriction 

Seal e t incluant la jonction entre ORF1 et pkl et la region 5* du gfcne bac- 

terien codant pour Paminoglycoside phosphotransferase provenant de 

Tn2QJ. 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 :Courbede stability duplasmidepKan707 dans la soucheMW98-8C dans 

des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17: Construction du plasmide pYG19. \ 

Figure 18 Representation des plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nucleotidique fournie en dessous de chaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du g£ne PGK et les gfenes 
de structure des diff6rentes formes de SAH. 

25 Figure 19 : Courbes de stabQit£ des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-seiectives. 
Figure 20: Gel depolyacrylamide-SDS 4 8,5 %apris coloration au bleu de coo- 
massie ddmontrant Texpression et I'excretion de la SAH k partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) deposee k des concentrations croissantes ; 0,2 fig, 0,6 >ig, 2pg et 

6^gparpiste.pYG19 (prepro-SAH),pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vec- 
teur) : chaque piste correspond k une quantite de proteine equivalent k 
100 ^il de la culture originale (approx. 2 x 10 8 cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), surnageant de culture. 

35 Figure 21 :Immunoreveiation d'un gel de polyaaylamide k 7J5 % transf6re sur 
nitrocellulose comme decrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a 6x6 dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations variees et predpite avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) comme decrit Les echantfllons de la gamine SAH ont done ete 



35 



2635115 



traites de la m&me fagon que les surnageants de culture. Dans les deux 
cas, les d6p6ts de gel correspondent k des volumes Equivalents. 1), pre- 
cipitation k tine concentration de 100 mg/1 ; 2), 50 mg/1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
12^ mg/1 ; 5), 0,6 mg/L pYG19 (prdpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
chaque piste correspond k une quantity de proteines Equivalent k 20)il 
de la culture originate (appro*. 2x10 s cellules/ml), a), surnageant de cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles. 
Figure 22 :Gel de polyaaylamide & 8,5 % apris coloration au bleu de coomassie 
demontrant la cin6tique de TexcrEtion de la SAH k paftir de la souche 
MW98-8G 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a 6t6 
dissous dans du milieu YFD k des concentrations varices et pr6cipit6e 
avec du TCA (5 % concentration final) comme d£crit (voir lEgende de la 
figure 21). 1), precipitation k une concentration de 6 mg/1 ; 2), 12,5 mg/ 
1 ; 3X 25 mg/1 ; 4), 50 mg/1 ; 5), 100 mg/L pYG19 : excretion de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en fraction de r&ge de la culture, 16 - 61 
beures comme indiqud. Chaque 6chantillon correspond k 1'dquivalent de 
160jil de surnageant de culture. 

B, pistes a -e : albumine extrait du plasma humain (Sigma) d£pos£e k des 
concentrations croissantes; 0,4 jig, 0,6^0,8^ l,0pget l,2jigparpiste. 
pYG19 : excretion de la SAH k partir du plasmide pYG19 et en fonction 
de rflge de la culture, 72- 240 heures comme indiqu6. Chaque 6chantillon 
correspond k Fequivalent de 25 jnl de surnageant de culture. 

Figure 23 : A, representation graphique de la dnftique d*excretion de la SAft k 
partir de la souche MW98-8C transfonnfte avec le plasmide pYG19 et 
cultrvde en erlenmeyer comme indiqud dans le texte. La concentration de 
r albumine d£tect6e dans le milieu de culture (mg/1) est representee en 
fonction du temps (heures). Les rfsultats de quatre experiences indepen- 
dantes sont reprdsentes. 

B, tourbe de croissance de la souche MW98-8C transformee avec le 
plasmide pYG19. 

Figure 24 : Techniques eiectrophoretiques (S = standard, L = albumine de levure). 

A- PAGE-SDS(Phastgel,Pharmada,gradient8-25%)colorationaux 
sels (Fargent S «= 1 jig, L: de 0,05 k Q&pg 

B - Isoeiectrofocalisation(Phastgel,pH 4,5-6,0), coloration au bleu de 
coomassie, ddp6ts = l^ig. 

C - PAGE SDS (7,5 %), coloration au bleu de coomassie. 
S* W-l t 0jig t L»a25.2^^g 
Figure 25 : Chromatographic (fechange cFions * Mono Q (Pharmacia). En bas: 
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SAH levure 40 pg ; en haut : S AH standard 50 pg 
Figure 26 : Chromatographic en phase inverse = Nucleosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 :Spectrora^tried , 6nriissiondefluorescencedutiyptophane.Enti^tplein^ 
5 SAH standard ; en pointillg : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thermique & 75°G En trait plein : SAH standard ; en pointillfi: 
SAH levure. 

Figure 29 : Regions de Talbumine reconnues par les difterents anticorpsmonoclo- 
naux utilises pour la caract£risation antiginique. 
10 Figure30 : Courbes d* inhibition, vis-i-vis des neuf anticorps monoclonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albiunine (pg/ml) : □ , SAH standard ;■ , SAH levure. 
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REVINDICATIONS 

1 - Procddd de preparation microbiologique de la sdrum albumine humaine 
(SAH) ou de Tun de ses variants caractdrisd en ce que Ton cultive une levure capable 
d'assurer le maintien stable d'une cassette d'expression comportant au moins un 

5 maxqueur de selection des levures transformdes, PADN du gdne de structure de 
SAH fusionnd k des sequences pennettant son expression dans la levure et dventuel- 
lement Fexcrdtion de la proline encodee par ce gfene dans le milieu de la culture. 

2 - Procddd selon revendication 1 caractdrisd en ce que la cassette d'expression 
est intdgrde dans le gdnome de la levure. 

10 3 -Procddd selon revendication 1 caractdrisd en ce que la cassette d'expression 
fait partie d'un plasmide comportant un systdme de replication fonctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Procddd selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdrisd en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Saccharomyces et kluweromvces. 

15 5- Procddd selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdrisd en ce que la 
levure est choisie dans le genre Kluweromvces. 

6 - Procddd selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdrisd en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les varidtds de Kluweromvces marxianus, 

7 - Procddd selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdrisd en ce que la 
20 levure est Kluweromvces marxianus var. lactis . 

8 - Procddd selon l'une des revendications 3 & 7 caractdrisd en ce que le systfeme 
de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKDl isold 
de KtoweTQroyCCS mapri&Tmsvar. drosophilarum ou tout ou partie du plasmide 2jx 
isole de Saccharomvces cerevisiae ou une combinaison d'dldments derives du 

25 plasmide pKDl et du plasmide 2p. 

9 - Procddd selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 caractdrisd en ce que le 
systeme de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sdquence 
du plasmide pKDl. 

10- Procddd selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caractdrisd en ce 
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qu'une cassette d'expression selon la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est ws&vi dans une region de 197 pb ddfinie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

* 1 1 - Procddd selon Tune des revendications 1 k 10 caract6ris£ en ce que les se- 
quences permettant 1'expression du gfcne de structure sont choisies panni les 
5 promoteurs d6riv6es des gfcnes de levures du genre Saccharomyces ou Kluyveromv- 
fiBS. 

12- Proc6d£ selon revendication 11 caractgrisl en ce que ces promoteurs sont 
ddrivis des gfenes glycolytiques de levures du genre Saccharomyces ou Huyvcro- 
mvces. 

10 . 13 - Proc6d£ selon revendication 12 caract£ris4 en ce que les sequences 
permettant 1'expression du gfcne de structure sont choisies panni les gfcnes codant 
pour la phosphoglycerate kinase (PGK), la glyc6rald6hyde-3-phosphate deshydro- 
ginase, la lactase, l'enolase ou l'alcool desbydroglnase. 

14 - Froc6d6 selon revendication 13 caractirisi en ce que les sequences 
15 permettant 1'expression du gine de structure proviennent du gine codant pour la 

phosphoglycdratc kinase. 

15 - Procddd selon Tune des revendications 1 k 14 caract£ris£ en ce que les 
sequences permettant rexcrltion de la proline h£t£rologue sont choisies panni 
Fextension N-terminale naturelle '■prdpro" de Falbumine et les sequences obtenues 

20 k partir des gfcnes de levure codant pour la phdromone alpha ou la toxine Triller*. 

16 - Proc6d6 selon revendication 15 caractlrisi en ce que la sequence 
permettant l'excrftion de la SAH est l'extension terminale naturelle "prdpro" de 1'al- 

• bumine. 

17 - Proc6d£ selon lhine des revendications 1 a 16 caract£ris£ en ce que les 
25 sequences permettant la selection des levures transformdes sont choisies panni les 

gfcnes apportant la resistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Proc6d£ selon revendication 17 caractdrisd en ce que la sequence de 
selection est un gfcne apportant la resistance k la G418. 

19 - Proc£d6 selon revendication 18 caractirisl en ce que la sequence de 
30 selection est une fusion cntre le promoteur kl du piasmide liniaire de IL testis, et 
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Faminoglycoside phosphotransferase du transposon Tn903. 

20 -Le plasmide pYG19 caracferise en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
1'ADN de la prdpro-SAH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
gfcne codant pour la phosphoglycdrale kinase et les sequences d'une fusion entre le 
5 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de Kluweromvces lactis et le gfene de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de T n903. 

21 - Le plasmide pYG23 caracferise en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
PADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et (Taixet de la transcription du 
g&ne codant pom la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

10 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de & marxianus var . lactis et le gfene de la 
3 f -aminoglycoside phosphotransferase de Tn903. 

22 - La levnre K. marxianus var. lactis MW9&-8C. 

23 - La levure ]L marxianus var . lactis MW98-8C transf onn6e par le plasmide 
pYG19. 

15 24 - La levure Kluweronivces marxianus var. layfe \lw9S-8C: transform^ par 

le plasmide pYG23. 

25 - La sfirum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le proc£d£ selon 
Tune des revendications 1 k 19. 

26 • La slruxn albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
20 conditions approprfe es de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 * Application de la s£rum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 & titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CXJ1. 



2635115 



PL 1/31 




Figure 1 



2635115 



PL 11/31 



Sq32 Sq35 

5'- IfalgAftGTCGGIAACCTTTAI 1 XUA.TlX.Tm' T C lCTTTAl ^ Ta^CT TM ''lXX3«a ^ lX j ' iXjmX« 'r - 3'- 
3'- ACTTCACCC%TTGGAAAXAMGGGMUG&MAAGAG AAATCGAGOOGAAXM^ICCCCnC^CAMUSCAGC - 5' 

Ndel Sq34 Sq38 Taql 
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ItetLysTrpValThrPhelleSerLeuI^uP^ 

JAgCTTftTGAAGTGGGTAftCCTT^ 

* 11 21 31 41 51 61 71 



LaHlsLyaSerGluVal AlaFM sXrgPheLyaAgpl^fi^lyQli^uAsnPheLyaAlaLeuValLeu 

76 «6 56 , 106 116 126 136 146 

IleMaPheAlaGlnTyrl^GlnGlnC^ 
AITGCCTTTGCTCWnMCTT^ 
151 161 - 171 181 191 201 211 221 

AlaLysThrCysV*^ 

226 . . 236 246 256 * 266 276 286 296 

CysThrVfclAlaThrLeuArgGluTh^^ 
TOCACAGTTGCAftCTCTTCGTGAAACCTATG^ 
301 311 321 331 341 351 361 371 

GltCyaFheLeu^ 
GAATGCTTCTTGC3«CACAAAG^ 
376 386 396 406 416. 426 436 446 

ACTGCTTTTCA3t33UaATGAAGAacaTTTra 
. 451 ; 461 471 481 491 501 511 521 

Tyr&laPrcrtUuLeuLeuPl^heAl 

526 536 . 546 556 566 576 . 586 596™^ 

AlaAlaCysLcuLguP roLys LeuAapGlnLeuAr gAspGluGlyLy sAlaSe r Se rAlaliyaGliAr gLeuLys 
GCfcGCCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGATGAACTTC 
601 611 621 631 641 651 661 671 

C^BAlaSerLci^lnLyaPheGlyGluArgAlaPheLy sAl aTrpAlaValAl aArgLeuSe rGlnArgPhePro 
TGTGCOWSTCTCCAAfiAATTTGGAG^^ 
676 686 696 706 716 726 736 746 

LyaAlaGluTheAlaGli flTalS erLy^ 
AA&CXTC^STTTGCftGAXGTTTCCAN^ 
751 761 771 781 791 801 811 821 

XjeMLeoGloCyBAlaAgpAsp&rg&laA 

626 836 846 856 866 876 886 896 

LcuLyoGloCyaCyaGluLyaProLeuLeuGluLyaSerHis^ 
CTG&AGGAATGCTGTGAAAAACCTCT^^ 
901 911 921 931 941 951 961 971 

AlaAspLeiaProSerl^nAlaAlaAsp^ 
GCTgiCTTGCCr JCA l-l A GCGGCTGft TniVl - 1 
976 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPhfeLei^yMBtP^el^uTy rGluTyrAlaArg sP roAsptty rSe rValValLeuLeuLeuArgLeu 

1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 
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AlaLysThrTyrGluThrThrLeuGluLysCys^ 
GCCAA£ACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTG^ 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGluPheLysProLeuValGluGluProGlnAsnl^uIlely^ 
GATGAAITTAAACCTCaTCTGGAAGAGCCTCA^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GliiTyrLysFheGlnAsnAlaLeuI^uValArgTyrTte^ 
GAGTACAAATTCCAGAATGCG<n^TTAGTr^ 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 . 

GlWalSerArgAsnl^uGlyLysValGlySerLysCysCys^ 
GAGGTCTOAGAAACCTAGGAAAAGTGGGCA^ 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

AspTyrLeuSerValVall^uAsnGlnl^uCysV^ . 
GACTATCTATCXGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTC 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysC^sThrGluSerl^uValAsnArgArgPro^ 
TGCTGCACAGAAITCCTTGGTGAACAGGCGACCATGCTTTTC 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571 

GliJPh^nAlaGluThi^heThrPheHlsAlaAspIleCys 
GAGTTTAATGCTGAAAOOTCACCTTC 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 - 1636 1646 - 

GlnThrAl aLeuValGluLeuValLysHis Ly sP r oLy sAlaThrLysGluGlnI^uLys7aaValMetAspAsp 
CAAACTGCACTTGTTGAGCTTGTGAAACACAAGCCCAAGGCAAC^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaAlaPheValGluLysCysCysLysAlaJ^ 
TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGA!!^ 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaLeuGlyLeu*** 
GTTGCTGCJJVGTC3AGCTGCCTTAGGCTT3VTA 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

AAAGAAAATGAAGATCAAAAGOT 
1876 1886 1896 
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• promoteur pkl 

5 *" ACTAC]^ 
AIATTAGGTEATTTTTTTTCAGT^ 
TAl'lTJ^ACACTTATGACCTATAAGTCAr^ 

(Ddel/XhoD 

ATTAATTTAAAAlATGGAT TTC AAA GAT AAG GCT TTA AAT GAT CTAlAGG CCG CGA 

; ORF1' <3 1 > 'aph 

TTA AAT TCC AAC . . . - 3 1 
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a b c d e 16 18 
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20 22 37 47 61 h 
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Figure 22 



2635115 




Figure 23 



2635115 

Pl.XXV/31 






Figure 24 



PLXXVI/31 



2635115 




Temps de retention (min) 



Figure 25 



pi.xxvn/3i 



2635115 




Figure 26 



2635115 




Figure 27 



2635115 

Pl.XXIX/31 




Figure 28 



2635115 

PLXXX/31 



Anticorps 
monoclonaux 


HA10 ' 




HA1.1 


► 


HA13 




HA21 


HA6 




HA3 




HA4 




HA8 




HAl 





76 91 

M 123 
I 

124 



SAH 



585 

H 



298 

H 



330 



422 

1 514 570 
I 1 



Figure 29 



4 



2635115 

PL XXXI/31 




Figure 30 



